
PI^T ORGAN^^)N MONDIALE DE LA PROPRTETE INTELLECTUEIJ^^ 

* ^ A ■ ■ Bureau international 

DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS (PCT) 



(51) Classification Internationale des brevets 7 : 

C07K 14/47, A61K 38/17, G01N 33/58, 
33/86 



Al 



(11) Numero de publication internationale: WO 00/20453 
(43) Date de publication internationale: 13 avril 2000 (13.04.00) 



(21) Numero de la demande internationale: PCT/FR99/02329 

(22) Date de depot international: 30 septembre 1999 (30.09.99) 



(30) Donn^es relatives a la priori t£ : 

w> 98/12366 2 octobre 1998 (02.10.98) 



FR 



(71) Deposants (pour tous les Etats designers sauf US): COMMIS- 
SARIAT A L'ENERGIE ATOMIQUE [FR/FR]; 31-33, rue 
de la Federation, F-75752 Paris 15eme (FR). UNI VERS ITE 
PIERRE ET MARIE CURIE (PARIS VI) [FR/FR]; 4, place 
Jussieu, Tour Centrale, F-75252 Paris Cedex 05 (FR). 

(72) Inventeurs; et 

(75) Inventeurs/Deposants (US settlement): SANSON, Alain 
[FR/FR]; 2, avenue de la Villeneuve, F-91940 Gometz le 
Chatel (FR). RUSSO-MARIE, Francoise [FR/FR]; 105, 
rue des Bruyeres, F-92310 Sevres (FR). NEUMANN, 
Jean-Michel [FR/FR]; Bat.2 Les Quinconces, F-91190 Gif 
sur Yvette (FR). CORDIER-OCHSENBEIN, Francoise 
[FR/FR]; 12, rues des Patriarches, F-75005 Paris (FR). 
GUEROIS, Raphael [FR/FR]; 12, rue des Patriarches, 
F-75005 Paris (FR). 

(74) Mandataire: DES TERMES, Monique; Brevatome, 3, rue du 
Docteur Lancereaux, F-75008 Paris (FR). 



(81) Etats designes: AE, AL, AM, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BR, 
BY, CA, CH, CN, CU, CZ, DE, DK, EE, ES, FI, GB, GD, 
GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KP, 
KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MD, MG, MK, 
MN, MW, MX, NO, NZ, PL, PT, RO, RU, SD, SE, SG, 
SI, SK. SL, TJ, TM, TR, TT, UA, UG, US, UZ, VN, YU, 
ZA, ZW, brevet ARIPO (GH, GM, KE, LS, MW, SD, SL, 
SZ, TZ, UG, ZW), brevet eurasien (AM, AZ, BY, KG, KZ, 
MD, RU, TJ, TM), brevet europeen (AT, BE, CH, CY, DE, 
DK, ES, FI, FR, GB, GR. IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE), 
brevet OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GW, ML, 
MR, NE, SN, TD, TG). 



Publiee 



Avec rapport de recherche internationale. 



(54) Title: CHEMICAL STRUCTURE WITH AFFINITY FOR A PHOSPHOLIPID, AND MARKER COMPOUND, DIAGNOSIS KIT, 
AND MEDICINE COMPRISING SAID STRUCTURE 

(54) Titre: STRUCTURE CHIMIQUE AY ANT UNE AFFINITE POUR UN PHOSPHOLIPIDS ET COMPOSE DE MARQUAGE, 
TROUSSE DE DIAGNOSTIC, ET MEDICAMENT COMPRENANT CETTE STRUCTURE 



(57) Abstract 

The invention concerns a compound with affinity 
for a negatively charged phospholipid and a detection 
molecule, a conjugate and a pharmaceutical composi- 
tion containing said compound. Generally speaking, the 
compound of the invention is useful for specific recog- 
nition of lipid vectors and can be used for engineering 
and preparing compounds for identifying and seques- 
tering negatively charged lipids, such as phosphatidyl 
serine and phosphatidic acid. Said chemical structure 
many have the construct (I). 

(57) Abrege* 

La presente invention se rapporte a un com- 
pos6 ay ant une affinite* pour un phospholipide charg6 
ndgativement ainsi qu'a une molecule de detection, a 
un conjugue* et a une composition pharmaceutique com- 
prenant ledit compost. De maniere g6n6rale, le compos6 
de la prdsente invention est utile pour la reconnaissance 
sp£cifique de vecteurs lipid iques. II est utilisable pour 
l'ing6nierie et la creation de composes de reconnaissance 
et de sequestration de lip ides charges ndgativement, tels 
que la phosphatidyle serine et l'acide phosphatidique. La 
structure chimique de la presente invention peut avoir la 
construction (I). 
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STRUCTURE CHIMIQUE AYANT UNE AFFINITE POUR UN 

PHOSPHOLIPIDS, ET COMPOSE DE 
MARQUAGE, TROUSSE DE DIAGNOSTIC , ET MEDICAMENT 
COMPRENANT CETTE STRUCTURE 

5 

DESCRIPTION 

Domaine technique 

La pr^sente invention se rapporte a une structure 

10 chimique ayant une af finite pour un phospholipide ainsi 
qu'a une molecule de detection, a un conjugue et & une 
composition pharmaceutique comprenant ladite structure. 

De manifere generale, la structure chimique de la 
presente invention est utile pour la reconnaissance 

15 specif ique de vecteurs lipidiques. Elle est utilisable 
pour 1 ' ingenierie et la creation de composes de 
reconnaissance et de sequestration de lipides notamment 
de lipides charges negativement , tels que la 
phosphatidylserine et/ou l'acide phosphatidique . 

20 Ces lipides jouent un role important notamment 

dans la sigrialisation cellulaire et peuvent itre 
presents a la surface externe des membranes des 
cellules et/ou circuler dans le milieu sanguin a la 
suite d'evenements pathologiques tres divers. 

25 Divers evenements cellulaires aboutissent a 

1" apparition de phosphatidylserine (PS) a la surface 
externe des cellules, ces evenements peuvent resulter 
soit d'une alteration fortuite ou pathologique de la 
cellule, soit d'un 6v6nement cellulaire programme telle 

30 que la mort cellulaire ou apoptose. L* apparition de PS 
a la surface externe des cellules constitue done un 
"message primaire" important temoignant de 1 ' existence 
d'un dysf onctionnement . Dans le cas du processus de 
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coagulation sanguine, le mecanisme est bien decrit : 
1- alteration des cellules endothelials des vaisseaux 
sanguins, soit pour des raisons accidentelles , soit 
pour des raisons pathologiques plus complexes, provoque 
1' apparition de ce message PS a la surface externe des 
cellules en contact avec le milieu sanguin. Ce message 
est immediatement recorinu par certaines proteines 
circulantes qui declelchent alors une cascade 
d'evenements aboutissant au phenomene de coagulation 
sanguine bien connu. 

L ' invention tire profit de la propriete de la 
structure qu'elle fournx^ de se lier, en presence ou 
non de calcium, aux lipides et notamment ceux charges 
negativement, pour lav^piise en point de composes 
utilisables comme outils de recherche, de diagnostic et 
de therapeutique dans le domaine de la reconnaissance 
des effecteurs lipidiques en general et de la detection 
de I'apoptose, des troubles de la coagulation sanguine, 
du choc septique et des pathologies inf lammatoires 
aigues en particulier. 

Concernant la recherche et le diagnostic, la 
structure de 1 1 invention peut par exemple etre couplee 
a des molecules de detection, par exemple a une 
molecule f luorescente , au complexe avidine-biotine , a 
un radioelement a vie courte, ou a un compose 
paramagnetique . Avec ces molecules de detection, il est 
possible par exemple de detecter des cellules 
apoptotiques ou de reconnaitre des microdomaines 
membranaires charges negativement . 

La structure de la presente invention peut done 
§tre utilisee pour une detection "in vitro" de 
pathologies impliquant 1' apparition de charges 
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15 



negatives a la surface des cellules et la liberation 
dans le sang de microvesicules . 

La structure de la presente invention peut 
egalement etre utilisee lorsqu'elle est couplee par 
exemple a un radioelement a vie courte, pour une 
detection "in vivo" de zones thrombotiques lors 
d' accidents vasculaires de toute sorte, en particulier 
cerebraux, en utilisant des. systemes d'imagerie. Cette 
structure peut par ailleurs etre utilisee lorsqu'elle 
est couplee a un compose paramagnetique tel qu'un 
complexe gadolinium pour une detection "in vivo" de 
zones thrombotiques, en particulier cerebrales, en 
utilisant l'imagerie par resonance magnetique (IRM) . 

Concernant la therapeutique, de maniere generale, 
la structure de la presente invention peut etre 
utilisee seule ou couplee a une molecule therapeutique 
pour preparer un medicament utilisable par exemple par 
voie orale. Un tel medicament peut par exemple etre 
utilise pour le ciblage de cette molecule vers des 
zones presentant des charges negatives telles que des 
tumeurs presentant des foyers de cellules apoptotiques 
ou des tumeurs inf lammatoires . 

La structure de la presente invention peut par 
exemple etre couplee a des molecules a action 
25 thrombolytic^ pour preparer un medicament qui peut 
etre utilise par exemple par voie orale en tant 
qu -anti -coagulant dans le traitement et la prophylaxie 
de la thrombose, ou pour preparer une molecule 
recouvrant tous les biomateriaux thrombogenes. La 
structure de la presente invention peut done etre 
utilisee pour le ciblage des molecules thrombolytics 
au site du thrombus ou vers les zones thrombogenes. 



20 



30 
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Dans un autre exemple d' application de la presente 
invention, la structure de 1' invention peut etre seule 
ou couplee a une molecule anti-inf lammatoire pour 
preparer un medicament qui peut §tre utilise par voie 
5 orale, par exemple dans des pathologies aigues comme 
I'asthme, la rectocolite hemoragique (RCH) , le Crohn, 
le choc septique, les maladie du collagene et de 
l'arthrite. 

10 Etat de la technique 

Une famille de proteines, appelees annexines, ont 
ete decrites dans l*art anterieur comme presentant un 
ancrage fonctionnel reversible a la membrane 
cellulaire, rdgule par la concentration en calcium et 

15 la presence de phospholipides anioniques . Les annexines 
constituent une famille de proteines exprimees dans des 
tissus tres divers, aussi bien chez les animaux que 
chez les plantes . II semble qu'elles ne sont ni 
exprimees chez la bacterie, ni chez la levure . 

20 La structure des annexines comporte quatre 

domaines d ' environ 7 0 acides amines, ou residus, tres 
moyennement homologues en sequence mais de topologie 
quasiment identique. 

La figure 1A en annexe est un schema de la 

25 topologie generale d'une annexine et la figure IB en 
annexe est un schema de la topologie d'un domaine de 
1' annexine portant un site calcium. Sur la figure 1A, C 
represente 1 ' extremite C-terminale de cette proteine, N 
represente 1" extremite N-terminale de cette proteine. 

30 Les domaines, notes Dl a D4, sont associes en deux 
modules, I'un covalent D2D3, 1' autre non covalent D1D4 . 
Sur la figure IB, A represente une premiere helice a, B 
represente une deuxieme helice a, C represente une 
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troisieme helice a, D represente une quatrieme helice 
a, E represente une cinquieme helice a, et Ca 
represente 1 ' atome de calcium. L • association de ces 
helices constitue la structure consensus pour un 
5 domaine d'annexine. 

A l'heure actuelle, leurs r61es biologiques 
demeurent encore mal definis. 

Dans le document WO 92/19279, J. TAIT deer it des 
conjugues ayant une af finite pour des phospholipides . 
10 II decrit en particulier 1 ' utilisation de l'annexine, 
en particulier de l'annexine V, pour fabriquer un 
conjugue actif utilisable en tant qu' agent 
thrombolytique . 

Malheureusement , le conjugue decrit dans ce 
15 document est prepare a partir de l'annexine entiere par 
un procede de recombinaison genetique. De ce fait, il 
apparait de nombreux inconvenients qui sont notamment 
un rendement faible, un cout de fabrication eleve, et 
l'obtention d'un conjugue fragile du fait de sa partie 
20 proteique complexe. 

Expose de 1 ' invention 

La presente invention a precisement pour but de 
fournir une structure chimique ayant une affinite 

25 specif ique avec un phospholipide . La structure chimique 
de 1' invention presente notamment 1 1 avantage d'etre 
stable chimiquement et de pouvoir etre fabriquee de 
maniere reproductible, avec un rendement 61eve et un 
coat de fabrication tres reduit par rapport aux 

30 composes de l'art anterieur. 

La structure de la presente invention se 
caracterise en ce qu'elle comprend au moins une plate- 
forme chimique U, V, W, X, Y comportant six residus 
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RL1 # RL2, RL3 , RL4 , RL5 , RL6 supportant un ensemble de 
fonctions chimiques pouvant se lier audit phospholipide 
appelees Ll, L2, L3 , L4, L5, L6 respectivement , ces 
fonctions chimiques definissant au moins en partie 
l J af finite de ladite structure pour ledit 
phospholipide, ladite structure ayant une des 
constructions (I), (II) et (III) suivantes : 






(ni) 

5 

dans lesquelles U, U 1 , U 2 , V,. W, W 1 , W 2 X, Y, Z sent 
independamment un acide amine naturel ou non naturel, 
un peptide constitues d'acides amines naturels ou non 
naturels, une chaine carbonee, ou un ou des groupe(s) 
10 cyclique(s) carbone(s). 
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dans lesquelles RL1 a RL6 sont choisis parmi des 
molecules presentant les fonctions chimiques de liaison 
LI a L6 respectivement, lesdites fonctions chimiques 
comprenant soit au moins une charge positive et 
5 donneuse de liaison hydrogene, soit au moins une charge 
negative et acceptrice de liaison hydrogene, et 
dans lesquelles U, u\u 2 , V, W, X, Y et Z sont tels que 
RL6 et RL1 sont distants J de 0,65 a 0,95 nm, L6 et Ll 
sont distants de 0,65 a 0,9 nm, RL1 et RL2 sont 

10 distants de 0,45 a 0,65 nm, Ll et L2 sont distants de 
0,4 a 0,55 nm, RL2 et RL3 sont distants de 0,5 a 
1,05 nm, L2 et L3 sont distants de 0,4 k 0,6 nm, RL3 et 
RL4 sont distants de 0,5 a 0,8 nm, L3 et L4 sont 
distants de 0,35 a 0,5 rim$ RL4 et RL5 sont distants de 

15 0,45 a 0,75 nm et L4 et L5 sont distants de 0,4 a 
0,55 nm, RL5 et RL6 sont distants de 0,4 a 1,2 nm, L5 
et L6 sont distants de 0,4 a 0,6 nm. 

Selon 1' invention, dans la structure de 
construction (I), (ID ou (III), Ll, L2, L3 et L6 

20 peuvent presenter chacune au moins une charge positive 
et donneuse de liaison hydrogene, et L4 et L5 peuvent 
presenter chacune au moins une charge negative et 
acceptrice de liaison hydrogene. 

Selon 1' invention, dans la structure de 

25 construction (I), (II) ou (III), U, V, W, X , Y et Z 
peuvent etre des peptides constitues d'acides amines 
naturels ou non naturels, et RLl a RL6 sont des acides 
amines choisis dans un ensemble comprenant Lys , Arg, 
Orn, Ser, Thr, Asp et Glu, ou des analogues de ceux-ci, 

30 Ll a L6 etant les fonctions chargees des chaines 
lat£rales desdits acides amines. 

Selon 1' invention, dans la structure de 
construction (I), (II) ou (III), RLl a RL6 peuvent etre 
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disposes dans 1 1 espace forme par U, V, W, X, Y, Z de 
maniere a ce que les f onctions chimiques de liaison LI 
a L6 respect ivement de leur chaine laterales soifcnt 
directement accessibles au phospholipide. 

Selon 1' invention, la structure de construction 
(I) , (II) ou (III) peuvent comprendre en outre un site 
calcium ou 1 ' ion calcium complexe par ce site constitue 
un des ligands du phospholipide. 

La presente invention fournit egalement une 
structure chimique qui est caracterise en ce qu 1 elle 
comprend au moins une plate-forme chimique a, a', b, 
b', c, d, e, f, g, h, i, j , k, 1 comportant 11 residus 
RL1, RL2 , RL3, RL4 , RL5, RL6 , RCal, RCa2 , RCa3 , RCa4 et 
RCa5 supportant un ensemble de fonctions chimiques 
pouvant se lier audit phospholipide appelees Ll , L2 , 
L3, L4, L5, L6 re spec t ivement , et un ensemble de 
fonctions chimiques de liaison a un atome de calcium 
appelees LCal, LCa2 , LCa3 , LCa4, LCa5 respectivement , 
ces fonctions chimiques RL1 a RCa5 definissant au moins 
en partie 1 ' af finite de ladite structure pour ledit 
phospholipide, ladite structure ayant une des 
constructions (IV), (V) et (VI) suivantes : 
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RCi3 

LC«3 / e ■ 
V 1XU4 \. RCal 




(VI) 

dans lesquelles a, a', b, b 1 , c, d, e, f, g, h, i, j , 
k, 1 sont independamment un acide amine naturel ou non 
5 naturel, un peptide constitue d'acides amines naturels 
ou non naturels, une chaine carbonee, ou un ou des 
groupe(s) cyclique(s) carbone(s), 

dans lequel RL1 a RL6 et RCal a RCa5 sont choisis parmi 
des molecules presentant les fonctions chimiques de 
10 liaison LI a L6 et LCal a LCa5 respect ivement, lesdites 
fonctions chimiques Ll a L6 comprenant soit au moins 
une charge positive et donneuse de liaison hydrogene, 
soit au moins une charge negative et acceptrice de 
liaison hydrogene, lesdites fonctions chimiques LCal a 
15 LCa5 comprenant un atome d'oxygene, et 

dans lesquelles a dans les structures de construction 
(IV) et (V) est tel que RL6 et RCa5 sont distants de 0 
a 0,35 nm et tel que L6 et LCa5 sont distants de 0 a 
0,3 nm, b dans les structures de construction (IV) et 
20 (V) est tel que RCa5 et RCa4 sont distants de 0 a 
0,3 5 nm et tel que LCa5 et LCa4 sont distants de 0,2 a 
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0,3 nm, b' dans la structure de construction (VI) est 
tel que RL6 et RCa4 sont distants de 0 A 0,35 nm et tel 
que L6 et LCa4 sont distants de 0 a 0,35-nm, c et d 
sont tels que RCa4 et RCa3 sont distants de 0,5 a 
5 0,9 nm, LCa4 et LCa3 sont distants de 0,2 a 0,4 nm, 
RCa3 et RCa2 sont distants de 0,35 a 0,6 nm, et LCa3 et 
LCa2 sont distants de 0,22 a 0,3 nm, e, f, g, dans les 
structures de construction (IV), (V), (VI) sont tels 
que RL1 et RL2 sont distants de 0,45 a 0,65 nm, RCal a 

10 RCa2 sont distants de 0,4 a 0,55 nm, LI et L2 sont 
distants de 0,4 a 0,55 nm et LCal et LCa2 sont distants 
de 0,3 a 0,4 nm, h, i, j et k sont tels que RL2 et RL3 
sont distants de 0,5 a 1,05 nm, L2 et L3 sont distants 
de 0,4 a 0,6 nm, RL3 et RL4 sont distants de 0,5 a 

15 0,8 nm, L3 et L4 sont distants de 0,35 a 0,5 nm, RL4 et 
RL5 sont distants de 0,45 a 0,75 nm, L4 et L5 sont 
distants de 0,4 a 0,55 nm, RL5 et RL6 sont distants de 
0,4 a 1,2 nm, et L5 et L6 sont distants de 0,4 a 
0,6 nm, a' dans la structure de construction (VI) est 

20 tel que RL5 et RL6 sont distants de 0,4 a 1,2 nm et tel 
que L5 et L6 sont distants de 0,4 a 0,6 nm, et b" dans 
la structure de construction (VI) est tel que RL6 et 
RCa4 sont distants de 0 a 0,35 nm et tel que L6 et LCa4 
sont distants de 0 a 0,35 nm, la structure pouvant etre 

25 soit fermee, soit ouverte au niveau de a et/ou de h. 

Lorsque les distances precedentes a, b, b' sont 
indiquees comme pouvant etre nulles, on sous-entend que 
les deux ensembles (RL6-L6 et Rca5-Lca5) et/ou les deux 
ensembles (Rca4-Lca4 et Rca5-Lca5) et/ou les deux 

30 ensembles (RL6-L6 et Rca4-Lca4) constituent separement 
un seul et meme ensemble. 

Les plates-formes selon 1' invention sont 
constitutes d'un ensemble de groupes chimiques 
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structuraux pouvant comprendre un nombre de groupes 
cycliques suffisants pour assurer une rigidite 
compatible avec l'af finite au phospholipide . 

Les distances mesurees lorsque les RL et les RCa 
5 sont des acides amines, peuvent etre mesurees entre les 
carbones a de ces acides amines dans les structures (I) 
a (VI) precitees. 

Ces structures peuvent etre synthetisees par les 
procedes classiques de synthese de la chimie organique 
10 et de la chimie des proteines, par .recombinaison 
genetique, par genie genetique, etc... 

Des exemples de telles structures sont donnees 
notamment dans "Discovery of Sequence-Selective Peptide 
Binding by Synthetic Receptors Using Encoded 
15 Combinatorial Libraries", W.C. Still, Acc. Chem. Res., 
1996, 29, 155-163 et dans "Toward Synthetic Adrenaline 
Receptors : Strong, Selective and Biomimetic 
Recognition of Biologically Active Amino Alcohols by 
Bisphosphonate Receptors Molecules", T. Shrader, J. 
20 Org. Chem., 1998, 63, 264-272. 

Selon 1" invention, dans la structure de 
construction (IV), (V) ou (VI), LI, L2, L3 et L6 
peuvent presenter chacune au moins une charge positive 
et donneuse de liaison hydrogene, et L4 , L5, LCa5, 
25 LCa4, LCa3, LCa2 et LCal peuvent presenter chacune au 
moins une charge negative et acceptrice de liaison 
hydrogene . 

Selon 1' invention, dans la structure de 
construction (I), (II), (HI), (IV), (V) ou (VI), RL1, 
30 RL2, RL3 et RL6 peuvent etre choisis independamment 
parmi Arg, Lys, Orn ; RL4 peut etre choisi 
independamment parmi Asp ou Glu ; et RL5 peut etre 
choisi independamment parmi Ser, Thr, Asp ou Glu, les 



BNSDOCID: <WO 0020453A1 I > 



WO 00/20453 



PCT/FR99/02329 



14 

chaines laterales de ces acides amines presentant les 
fonctions chimiques de liaison au phospholipides LI a 
L6 respectivement. 

Selon 1 ! invention, dans la structure de 
construction (IV), (V) ou (VI), a ou a ' , b ou b', c, d, 
e, f, g, h, i, j, k peuvent etre des peptides 
constitues d' acides amines naturels ou non naturels, et 
RL1 a RL6 peuvent etre des acides amines choisis dans 
un ensemble comprenant Lys, Arg, Orn, Ser, Thr, Asp et 
Glu, ou des analogues de ceux-ci, LI a L6 et LCal a 
LCa5 peuvent etre les fonctions chargees des chaines 
laterales desdits acides amines, et RCal a RCa5 peuvent 
etre des acides amines naturels ou non naturels. 

Selon 1' invention, dans la structure de 
construction (IV), (V) ou (VI), les carbones RL1 a RL6 
et RCal a RCa2 peuvent etre disposes dans I'espace 
forme par a, b, c, d, e, f, g, h, i, j et k de maniere 
a ce que les fonctions chimiques de liaisons LI a L6 
respectivement et les charges positives du calcium 
lorsque ce dernier est lie aux fonctions de liaison 
LCal a LCa5 soient directement accessibles au 
phospholipide . 

Selon 1' invention, dans la structure de 
construction (I), (II), (III), (IV), (V) ou (VI), au 
moins une partie de la plate-forme peut etre une partie 
d ! un domaine de l'annexine ou d'un domaine modifie de 
l'annexine, comprenant au moins un desdits residus 
ligands RL1 a RL6 presentant lesdites fonctions LI a L6 
respectivement de liaison au phospholipide. 

Selon l f invention, dans la structure de 
construction (I), (II),' (III), (IV), (V) ou (VI), la 
plate-forme peut etre une partie d'un domaine de 
l'annexine ou d'un domaine modifie de l'annexine, 
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ladite partie du domaine de 1 ' annexine comprenant 
lesdits residus ligands RL1 a RL6 presentant lesdites 
fonctions LI a L6 respectivement . 

Selon 1' invention, le domaine de ' 1 ' annexine est 
5 choisi parmi le domaine 1 de 1' annexine V presente sur 
la figure 6b, le domaine 2 de 1 ' annexine I presente sur 
la figure 6a, le domaine 2 de 1 ' annexine III presente 
sur la figure 6c et le domaine 1 et 2 de 1 ' annexine IV 
presentes sur la figure 6d. 
10 Selon 1' invention, les residus ligands RL1 a RL6 

peuvent etre respectivement soit, les residus Arg25, 
Lys29, Arg63, Asp68, Ser71 et Glu 72 du domaine 1 de 
1' annexine V presente sur la figure 6b, soit les 
residus Argl24, Lysl28, Argl62, Aspl67, Serl70 et 
15 Aspl71 du domaine 2 de 1 ' annexine I presente sur la 
figure 6a, soit les residus LyslOO, Lysl04, Lysl38, 
Aspl43, Serl46 et Glul47 du domaine 2 de" 1 ' annexine III 
presente sur la figure 6c, soit les residus Arg97, 
LyslOl, Argl35, Aspl40, Serl43 et Aspl44 du domaine 2 
20 de 1' annexine IV presente sur la figure 6d, soit les 
residus Arg24, Lys28, Arg62, Asp67, Ser70 et Glu71 du 
domaine 1 de 1 1 annexine IV presente sur la figure 6d. 

La presente invention fournit egalement une 
structure chimique ayant une affinite pour un 
25 phospholipide caracterisee en ce qu'elle comprend une 
molecule de formule (VII) suivante : 

RL1-N 1 -RL2-M-RL3-N 2 -RL4-N 3 -RL5-RL6 
(VII) 



30 



dans laquelle N 1 a N 3 representent chacun independamment 
de 1 a 4 des acides amines choisis independamment, 
naturels ou non naturels, et dans laquelle M est un 
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peptide constitue de 1 a 100 acides amines naturels ou 
non naturels ; 

dans laquelle RL1, RL2 , RL3 et RL6 sont choisis 
independamment parmi Lys, Arg ou Orn ; RL4 est choisi 
5 independamment parmi Asp ou Glu ; et RL5 est choisi 
independamment parmi Ser,T Thr, Asp ou Glu, ladite 
structure etant lineaire ou* cyclique. 

Selon 1' invention, -^J 1 peut^ representer trois 
acides amines, N 2 peut representer quatre acides 

10 amines, et N 3 peut representer deux acides amines dans 
la structure de formule VII. 

Dans la structure se&on 1 ' invention, M peut etre 
par exemple un peptide constitue de 33 acides amines 
naturels ou non naturels- # 

15 Selon 1 ! invention, la structure de formule (VII) 

peut etre une sequence peptidique choisie parmi la 
sequence peptidique allant de Argl24 a Serl71 dans la 
sequence ID n°l presentee sur la figure 6a, la sequence 
peptidique allant de Arg25 a Glu72 dans la sequence ID 

20 n°2 presentee sur la figure 6b, la sequence peptidique 
allant de LyslOO a Glul47 dans la sequence ID n°3 
presentee sur la figure 6c, .la sequence allant de Arg24 
a Glu71 dans la sequence ID n°4 presentee sur la figure 
6d, la sequence allant de Arg97 a Aspl44 dans la 

25 sequence ID n°5 presentee sur la figure 6d, ou une 
sequence modifiee de ces sequences pourvu que RLl, RL2, 
RL3 et RL6 soient choisis independamment parmi Lys, Arg 
ou Orn ; 

RL4 choisi independamment parmi Asp ou Glu, et RL5 est 
30 choisi independamment parmi Ser, Thr, Asp ou Glu. 

La presente invention fournit egalement une 
structure chimique ayant une affinite pour un 
phospholipide, comprenant au moins une partie d ! une 
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sequence peptidique choisie parmi la sequence ID n°l 
presentee sur la figure 6a, la sequence ID n°2 
presentee sur la figure 6b, la sequence ID n°3 
presentee sur la figure 6c, et les sequences ID n°4 et 
ID n°5 presentees sur la figure 6d, ou une sequence 
modifiee de celle-ci. 

La presente invention fournit egalement une 
structure chimique ayant une affinite pour un 
phospholipide charge negativement , comprenant une 
sequence peptidique cyclique de formule (VIII) 
suivante : 

Gly-RL1-Phe-RL2-P 1 -Gly-Tyr-P 2 -RL3-P 3 -RL4-Q 1 -RL5-Trp-RL6 

(VIII) 

dans laquelle RL1 et RL6 sont choisis independamment 
parmi Lys, Orn et Arg ; RL2 et RL3 sont Arg ; RL4 et 
RL5 sont choisis independamment parmi Asp et Glu ; 
dans laquelle P 1 , P 2 et P 3 sont choisis independamment 
parmi Ser et Thr ; dans laquelle Q 1 est choisi parmi 
Gly et Met. 

Les structures chimiques precitees peuvent 
comprendre en outre un site calcium ou I'ion calcium 
complexe par ce site constitue un des ligands du 
phospholipide charge negativement. Le site calcium peut 
etre par exemple un site calcium analogue a celui des 
annexines ou des phospholipides A2 . Ces sites calcium 
sont connus par 1 1 homme du metier. 

Selon 1' invention, toutes les structures chimiques 
precitees peuvent avoir une affinite pour un 
phospholipide choisi parmi une phosphatidylserine, une 
phosphatidylethanolamine, une phosphatidylinositol , un 
acide phosphatidique, et un cardiolipide, la ou les 
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chaine(s) lipidique(s) des phospholipides peuvent par 
exemple comprendre de 4 a 23 atomes de carbone. Par 
exemple, le phospholipids peut posseder une chaine 
d'acide arachidonique, par exemple pour la 
phosphatidylserine . 

La presente invention fournit egalement un 
assemblage chimique ayant urie affinite pour un 
phospholipide, comprenant au moins deux des structures 
chimiques de la presente invention, identiques ou 
differentes, lesdites structures etant liees. 

Par exemple, dans un assemblage chimique de la 
presente invention, au moins une des structures 
chimiques peut etre une des structures chimiques 
peptidiques precedemment decrites. 

Les assemblages selon 1" invention peuvent done 
etre composes par exemple de structures identiques ou 
differentes. Par exemple, 1' assemblage peut etre un 
assemblage covalent convenable de deux structures selon 
1' invention, par exemple des domaines 1 et 4 selon 
1' invent ion d'une meme annexine. Cet assemblage peut 
par exemple comporter un domaine 4 selon l f invention 
modifie par genie genetique dans le but d'introduire un 
site calcium et phospholipidique identique a celui du 
domaine 1 de l 1 invention • 

Ces domaines peuvent par exemple provenir des 
annexines I et V. 

Ces assemblages peuvent avoir notamment pour but 
d'augmenter 1" affinite des structures de la presente 
invention, pour le phospholipide, par exemple pour un 
phospholipide charge negativement . lis peuvent etre 
realises par exemple par insertion d'un lien peptidique 
flexible, par exemple poly-glycine, entre les 
structures chimiques de l f invention. 



• « 
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Les structures et assemblages de la presente 
invention presentent une affinite pour les 
phospholipides, et notarament pour ceux charges 
negativement, meilleure que 0,1 uM. Us peuvent 
5 comprendre une partie d'une annexine ou l'un de ses 
derives. Cette annexine peut etre une annexine 
naturelle ou modifiee par les moyens classiques de la 
chimie ou du genie genetique. 

La presente invention fournit egalement un procede 

10 de fabrication d'une structure chimique comprenant les 
etapes de preparation d'un cDNA comprenant une sequence 
de base codant pour ladite structure chimique, 
d' insertion du cDNA dans un vecteur d' expression 
approprie, de transformation d'une cellule hote 

15 appropriee pour une replication du plasmide et la 
fabrication de ladite structure par traduction dudit 
cDNA. 

Selon 1' invention, dans ce procede, le vecteur 
peut etre un plasmide, par exemple le vecteur pGEX-2T. 
20 Dans le procede selon 1' invention, la cellule hote 

appropriee peut etre par exemple E. Coli. 

Par exemple, pour la fabrication de la structure 
selon 1' invention, on peut partir du domaine 1 de 
1' annexine I et modifier la sequence de telle maniere 
2 5 que les residus RL definis precedemment et 
eventuellement les residus RCa apparaissent dans la 
sequence. Ainsi, par des precedes classiques de genie 
genetique, on peut fabriquer un cDNA codant pour la 
sequence modifiee et obtenir tres facilement la 
30 structure de la presente invention. La structure selon 
1' invention, lorsqu'elle presente au moins une partie 
peptidique peut egalement etre fabriquee par un procede 
classique de synthese chimique en phase solide . 
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Un exemple de modification de la sequence du 
domaine 1 de 1' invention de l'annexine I peut consister 
a remplacer His52 par Arg, Met56 par Lys 6u Arg, Val57 
par Gly, Val60 par Thr, eventuellement Lys90 par Arg, 
5 Thr95 par Asp, Lys98 par Ser ou Thr, et Ala99 par Asp 
ou Glu. Ces modifications peuvent etre faites sur 
d'autres domaines egalement. 

Ces modifications peuvent avoir notamment pour 
role d ' augmenter la stabilite generale de la structure 

10 ou du domaine vis-a-vis de la temperature, du pH, et 
des conditions ioniques du milieu d f utilisation ; de 
diminuer ses proprietes eventuelles de toxicite 
generale envers l f organisme humain ; d 1 augmenter son 
affinite pour les phospholipides charges negativement ; 

15 et d 1 augmenter son affinite generale pour les membranes 
cellulaires . 

Selon l f invention, la modification d'un domaine 

peut egalement avoir pour role de developper 1' affinite 

de la structure pour un phospholipide, par exemple 
20 charge negativement ; et meme de retrouver une affinite 

au moins egale a celle que possede l'annexine dite 

sauvage, en 1 1 absence de calcium. 

La modification peut par exemple porter sur le 

residu dit residu bidentate Asp ou Glu de calcium (RL6) 
25 du ou des domaines portant un site phosphatidylserine, 

pour les remplacer par l'un des residus Lys ou Orn. 

Une autre modification, par exemple du domaine 1 

de l'annexine V peut consister a remplacer Glu 72 par 

Lys ou Orn, et/ou Thr 33 par Lys ou Orn. 
30 Selon l 1 invention, la structure chimique ou 

1' assemblage de la presente invention peut etre 

utilisee pour preparer un medicament. 
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Par exemple, le medicament peut etre choisi parmi 
un medicament destine au traitement d'une thrombose , un 
medicament destine au traitement d'une tumeur, un 
medicament ayant une action anti-inf lammatoire . 

Selon 1' invention, la structure ou 1' assemblage 
chimique selon 1 1 invention peut etre couple a une 
molecule de marquage pqur former un compose de 

marquage. .. 

Selon I 1 invention, la molecule de marquage peut 
etre choisie par exemple parmi une molecule 
f luorescente, le complexe avidine-biotine, un 
radioelement, et un compose paramagnetique . 

La presente invention" fournit aussi une trousse de 
diagnostic comprenant une structure ou un assemblage 
precite. 

Cette trousse de diagnostic peut par exemple 
comprendre en outre un reactif adequat permettant de 
detecter ladite molecule de marquage. 

La presente invention fournit egalement une 
trousse d' analyse et de detection de charges negatives 
a la surface de cellules, caracterisee en ce qu f elle 
comprend une structure ou Gn assemblage chimique de la 
presente invention. 

La presente invention fournit egalement une 
trousse d 1 analyse et de detection de microvesicules 
dans le sang, caracterisee en ce qu'elle comprend une 
structure ou un assemblage chimique de la presente 
invention couple a un marqueur. 

D'autres avantages et caracteristiques de la 
presente invention apparaitront encore a la lecture des 
exemples illustratifs et non limitatifs qui suivent, en 
reference aux figures en annexe. 
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Breve description des figures 

. - la figure 1A est une representation schematique 

de la structure generale des annexines ; 

- la figure IB est une representation schematique 
5 de la structure d'un domaine d'une annexine 

comportant un site calcium ; 

- la figure 2 est un schema illustrant 
1 ' insertion dans un vecteur PGEX-2T du cDNA 
codant pour la structure chimique de la 

10 presente invention pour produire ledit compose 

par genie genetique ; 

- la figure 3 est une representation schematique 
d'un spectre RMN X H du domaine 1 de la presente 
invention de 1' annexine I presentant la region 

15 des aliphatiques ; 

- la figure 4 est une representation graphique de 
la denaturation du domaine 1 de la presente 
invention de 1' annexine I par le chlorure de 
guanidinium ; 

20 - la figure 5 est une representation graphique de 

la denaturation thermique du domaine 1 de la 
presente invention de 1 1 annexine I ; 

- la figure 6a represente la sequence de 
1' annexine I, notee sequence ID n°l, dans 

25 laquelle la sequence du domaine 2 de la 

presente invention a ete soulignee ; 

- la figure 6b represente la sequence de 
1' annexine V, notee sequence ID n°2, dans 
laquelle la sequence du domaine 1 de la 

30 presente invention a ete soulignee ; 

- la figure 6c represente la sequence de 
1 ' annexine III, notee sequence ID n°3, dans 
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laquelle la sequence du domaine 2 de la 
presente invention a ete soulignee ; 
la figure 6d represente la sequence de 
l'annexine IV, notee sequence ID n°4 et 
sequence ID n°5, dans laquelle la sequence des 
domaines 1 et 2 de la presente invention ont 
ete soulignees ; 

la figure 7 est une representation schema tique 
de la structure de construction (I) de la 
presente invention liee a une molecule de 
phosphatidylserine mettant en evidence les 
interactions entre les fonctions de liaison Ll 
a L6 de la structure de construction (I) de 
1 • invention et une molecule de 

pho spha t idy 1 serine ; 

la figure 8 est une representation schematique 
des interactions entre les residus ligands du 
domaine 1 de la presente invention de 
l'annexine V humaine represente sur la figure 
6b, et une molecule de phosphatidylserine en 
presence d'un atome de calcium ; 

les figures 9A et 9B sont des photographies de 
gels de polyacrylamide qui illustrent la 
fixation de l'annexine V et de certains de ses 
mutants sur des membranes constitutes de 
phosphatidylcholine et de phosphatidylserine 
(surnageant S2) . 
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EXEMPLES 



Exemple 1 : Expression et purification des peptides de 
sequences ID n°l et ID n°2 de la present e invention 

5 Les sequences ID n°l et ID n°2 des annexines I et 

V ont ete preparees par surexpression dans E. Coli 
selon le meme protocole que celui qui a et6 decrit par 
F. Cordier-Ochsenbein et al. dans J. Mol. Biol. 279, 
1177-1185. 

10 Le cDNA de ces sequences d ' annexines a ete prepare 

en utilisant la PCR a partir du cDNA des annexines 
correspondantes . Le cDNA a ete insere dans le vecteur 
PGEX-2T (Smith & Jonhson, 1998) . La figure 2 est un 
schema illustrant 1 ' insertion du cDNA dans le vecteur. 

15 L ' absence de mutations induites par la PCR a ete 
controlee par sequengage. La production du peptide est 
effectuee en utilisant la souche E. Coli BL21 contenant 
le vecteur d' expression decrit plus haut. Apres 
induction par 1 1 isopropylthiogalactopyranoside (IPTG, 

20 100 urn) jusqu'a une densite optique de 1 a 600 rim, la 
pousse est continuee jusqu'a ce qu ' un plateau soit 
atteint, c'est-a-dire pendant environ 3 heures . Apres 
centrif ugation, les bacteries sont resuspendues dans le 
tampon de lyse comprenant 50 mM Tris-HCl, pH 8, 10 mM 

25 EDTA, 500 mM NaCl, 5% (v/v) glycerol, 1% (v/v) Triton 
X100, 1 mM dithiothreitol (DTT) , 1 mM 

phenylmethylsulf onyl fluoride (PMSF) et 20 ug/ml 
aprotinine . 

La purification a ete effectuee de la fagon 
30 suivante : apres sonification et centrif ugation a 
10000 g, le surnageant contenant les proteines solubles 
est incube avec des billes de glutathion/agarose 
permettant la liaison specifique a ces billes de la 
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proline de fusion GST-domaine. Apres lavage avec une 
solution contenant 1 M NaCl, 50 itM Tris-HCl a pH 8, 70 
unites de thrombine par litre de culture sont ajoutes 
et la sequence est eluee. 

La sequence est alors purifi<§e sur une coldnne 
proRPC (marque de commerce) de type 16/10, fournie par 
la societe Pharmacia en utilisant un syst&me FPLC et un 
gradient lineaire d'eau de qualite Millipore (marque de 
commerce) contenant 0,1% (v/v) d'acide 

trifluoroacetique TFA, et d ■ acetonitrile contenant 0,1% 
de TFA. La vitesse d'ecoulement est ajust^e a 
2,5 ml/minute. La sequence est ensuite lyophilis^e. Le 
rendement final est d' environ 8 mg de sequence par 
litre de culture. 

Exemple 2 s Sfcabilite de la sequence ID n°l de 
1 • annexine 1 

Differentes experiences montrent que cette 
sequence constitue une proteine de repliement stable. 

La figure 3 montre un spectre ID de RMN X H du 
proton de la sequence ID n°l isolee de 1 ' annexine 1, en 
solution aqueuse. La dispersion des frequences de 
resonance et la presence de resonances a des 
deplacements chimiques inferieurs a 0 ppm indiquent 
clairement que cette sequence est fortement structuree. 
De plus, les donnees de deplacement chimique des 
protons a r^velent la presence de 5 helices 
conformement a la structure cristallographique . 

La figure 4 montre la denaturation cooperative du 
domaine 1 de 1 ' annexine I issu de la sequence ID n°l 
par le chlorure de guanidinium, qui est un denaturant 
classique et la figure 5 montre la denaturation 
cooperative de la sequence par la temperature. 
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Des donnees analogues sont obtenues pour les 
autres sequences decrites precedemment et demontrent 
que certaines sequences d' annexine se comportent comme 
de petites proteines de stabilite normale, utilisables 
directement, ou comme plate-forme, pour 1 ' ingenierie de 
composes fonctionnels nouveaux. 

Exemple 3-1 : Role essentlel du domaine 1 de 1 1 annexine 
V Issu de la sequence XD n°2 dans la liaison de 
1 v annexine V aux membranes 

Des experiences de liaison de 1 1 annexine V a des 
systemes membranaires modeles ainsi que des experiences 
d' inhibition de la proteine kinase c (PKC) in vitro, et 
de la phospholipase A 2 (PLA 2 ) cytoplasmique (cPLA 2 ) in 
vivo demontrent le role essentiel joue par le domaine 1 
dans cette liaison aux membranes. 

On prend ici comme exemple le cas de 1' inhibition 
de la cPLA 2 . L ' inhibition de l'activite 

phospholipasique par 1 1 annexine V resulte de la 
depletion du substrat lipidique commun a ces deux 
proteines. Divers mutants de 1 ' annexine V ont ete 
construits pour eliminer de fagon selective dans un ou 
plusieurs domaines la capacite de lier le calcium, 
c'est-a-dire les phospholipides . La mutation consiste a 
remplacer le ligand bidentate du calcium, Glu ou Asp, 
d'une sequence de la presente invention par un residu 
non liant, Gin ou Asn respectivement . Douze mutants ont 
ainsi ete construits et purifies : Ml, M2 , M3 , M4, 
M1M2, M1M3, M1M4, M2M3 , M1M2M3 , M1M2 , M4 , M2M3M4 et 
M1M2M3M4, le chiffre indiquant le domaine pour lequel 
la capacite de lier le calcium a ete supprimee. 
L ' ensemble des resultats montre que l'activite 
phospholipasique de la PLA 2 cellulaire, mesuree par le 
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taux de relarguage d'acide arachidonique, depend 
fortement de la presence du site calcium dans le 
domaine 1 et a un moindre degre dans le domaine 4 . La 
suppression des sites calcium dans les domaines 2 et 3 
n'a quasiment aucun effet sur l 1 inhibition de 
I'activite phospholipasique de la cPLA 2 . (Mira et al . 
J. Biol. Chem. 1997, 272:10474-10482 ; Dubois et al. 
Biochem. J. 1998, 330:1277-1282). 

Le tableau (I) suivant regroupe certains resultats 
de cet exemple, et montre le pourcentage de diminution 
de la liaison des mutants de l'annexine V aux 
phospholipides par rapport a l'annexine V sauvage. 



Annexine V 
sauvage 


Ml 


M2 


M3 


M4 


M1M2M3 


M1M2M4 


0 


79+6 


38 + 4 


47 + 9 


38 + 6 


98 + 1 


85+7 



15 



20 
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Ce tableau (I) montre la liaison aux membranes de 
l'annexine V et de ses mutants Ml, M2 r M3, M4, M1M2M3 
et M1M2M4. Les resultats sont exprimes en pourcentage 
de diminution de la capacite de liaison par rapport a 
1 1 annexine V sauvage (valeur moyenne + erreur 
standard). Pour les mutants M123 et M124, le taux de 
liaison residuel n'est pas signif icatif . 

Exemple 3-2 : Resultats preliminaires concernant la 
liaison de l'annexine V et de divers mutants aux 
membranes modeles composees de phosphatidylcholine et 
de phosphatidylserine 

Les mutants suivants de l 1 annexine V humaine ont 
ete prepares selon les methodes decrites dans 1' exemple 
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M1M2M3M4 : le site calcium principal, 
correspondant a la boucle AB, est supprime 
dans tous les domaines par une mutation du 
ligand bidentate. 

M2M3M4 : le site calcium principal des domaines 
2,3 et 4 est supprime par une mutation du 
ligand bidentate, celui du domaine 1 subsiste. 

M2M3M4-Arg22Ala-Arg63Ser : suppression des 

ligands L2 et L3 du site PS de la presente 

invention. 
M2M3M4-Arg22Ala-Arg63Ser-Lys29Ala- 

Asp68Ile/Phe/Trp : suppression de tous les 
ligands du site PS de la presente invention 
sauf ceux concernant le site calcium qui eux 
sont conserves. 
La liaison aux membranes PC/PS des mutants de 
l'annexine V est alors comparee a celle de la forme 
sauvage selon le protocole suivant : 

Un melange homogene de PC/PS dans une proportion 
80/20 est mis en suspension dans des solutions 
contenant des concentrations variables de calcium a 0, 
30, 100, 1000 uM. Les diverses proteines sont ensuite 
introduites et incubees pendant quelques minutes. La 
suspension est ensuite centrifugee par 

ultracentrifugation a 90000 t/mn. Les membranes 
sedimentent au fond du tube. Le surnageant, appele SI, 
est entierement preleve pour analyse ulterieure du 
contenu en proteine qui donnera 1 ' information sur la 
quantite de proteine non liee a la membrane. Le culot 
de membrane est ensuite disperse dans une solution 
contenant de 1 ' EDTA en quantite suffisante pour le 
relargage des proteines, la liaison de l'annexine V 
etant reversible et dependante du calcium. La 
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suspension est de nouveau centrifugee et un second 
surnageant, appele S2, est recupere. L 1 analyse du 
contenu en proteine de S2 fournira 1 1 information 
concernant la quantite des proteines qui etaient fixees 
a la membrane. 

L' analyse des surnageants est effectuee par 
electrophorese sur gel de polyacrylamide d'une fagon 
classique qu'il est inutile de decrire ici. 

Les figures 9A et 9B en annexe montrent 1' ensemble 
des resultats. 

Sur cette figure : 
Sauvage : A5 = annexine V 
Mutants : 

D68F=M2M3M4-Arg22Ala-Arg63Ser-Lys2 9Ala-Asp68Phe 
D68I=M2M3M4-Arg22Ala-Arg63Ser-Lys2 9Ala-Asp68Ile 
D68W)M2M3M4-Arg22Ala-Arg63Ser-Lys29ala-Asp68Trp 

1, 2, 3, 4=concentration en calcium respectivement 0,30, 

100, 1000 \M 

T=temoins de masse moleculaire 

Le comportement des mutants M1M2M3M4 et M2M3M4, 
compare a ceiui de 1 ' annexine V sauvage montre 
clairement que la liaison aux membranes en presence de 
calcium est quasi uniquement assuree par le domaine 1, 
c'est-a-dire qui contient le site PS revendique. Ce 
resultat confirme ceux presentes dans 1 1 exemple 3-1 
precedent . 

Le comportement des mutants M2M3M4-Arg22Ala- 
Arg63Ser et M2M3M4-Arg22Ala-Arg63Ser-Lys29Ala- 

Asp68Ile/Phe/Trp montre que la liaison aux membranes 
est considerablement attenuee lorsque les ligands L2, 
L3, L4 et L5 sont supprimes. La liaison n'est cependant 
pas totalement supprimee dans la mesure ou les ligands 
Lca5, Ca qui font partie du site calcium subsistent et 
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permettent encore une liaison de la PS mais avec une 
af finite tres diminuee. 

Exemple 4 : Utilisation de, la structure chimique de la 
5 presente invention 

Trois voies d 1 utilisation sont prevues : i) simple 
ingenierie des domaines pour satisf aire aux diverses 
exigences liees a leur-r .utilisation comme outils de 
recherche, de diagnostic et de therapeutique ; ii) " re- 

10 design" de la plate-forme qui constitue la topologie du 
domaine en une nouvelle plate-forme plus simple et 
synthetisable par voie, chimique ou par genie 
genetique ; iii) r emplacement de la plate- forme 
peptidique ou peptoxdique par une structure organique 

15 non-peptidique pour la fabrication d ' un medicament. 
Dans les trois cas , il s ' agit naturellement de 
conserver, voire d'ameliorer, la localisation spatiale 
des fonctions de liaison avec les phospholipides # 
decrits plus haut . 

20 

1) Ingenierie des domaines d'annexines 

Les domaines d'annexines de la presente invention 
constituent des plates-formes peptidiques . On entend 
par ingenierie la modification de la sequence des 

25 domaines par mutagenese afin d'ameliorer la stabilite 
generale de la molecule et de 1 ' adapter aux conditions 
physico-chimiques imposees par 1 1 utilisation, 

d'ameliorer son af finite pour le ligand 
phospholipidique, et lui conferer une specif icite 

30 propre a chaque phospholipide . II s'agit aussi de 
permettre 1 ' introduction de differents marqueurs pour 
les differentes applications dont il est question plus 
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loin. Nos connaissances actuelles sont largement 
suffisantes pour effectuer une telle ingenierie. 

Les exemples d'un changement de propriete ont ete 
illustres dans 1 • exemple 4 lis ont ete obtenus par une 
technique classique de genie genetique en mutant les 
acides amines impliquees. 

2) "Re-desian" des plates-formes p eptidiques 

Le "re-design" de la plate- forme consiste a 
redefinir une architecture moleculaire, tout en gardant 
la topologie convenable des residus impliques dans la 
liaison au calcium et aux phospho lip ides . L'interet du 
"re-design" est de creer une plate-forme de sequence 
plus courte pouvant etre produite par synthese 
chimique. La synthese d'un peptide de la taille d'un 
domaine est possible mais reste difficile. La reduction 
par deux du nombre de residus, soit environ 35 residus, 
rend par contre la synthese couramment realisable. Dans 
cette operation de "re-design", on conserve assez 
precisement la geometrie permettant des interactions 
avec le phospholipide, et notamment la disposition des 
residus de la sequence annexine. Ces residus sont ceux 
indiques en gras sur les figures 6a a 6d pour les 
annexines (I) a (V) . 

Cet ensemble comprend deux residus basiques, 
generalement Arg-x-x-x-Lys , a la fin de l'helice A du 
domaine concerne et une serie de residus acides, 
basiques et neutres, generalement 

Arg-x-x-x-x-Asp-x-x-Ser-Asp, situes dans l'helice D. 
L' etude de la structure moleculaire montre, figures 7 
et 8, que ces residus sont parfaitement disposes pour 
lier une molecule de phosphatidylserine . Le groupe 
carboxylate de ce lipide est lui-meme lie a 1 ' atome de 
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calcium situe dans la boucle AB et designe dans la 
suite par "site calcium AB" . 
La sequence : 

Arg-x-x-x-Lys (helice A) Arg-x-x-x-x-Asp-x-x-Ser-Asp (helice D) 

associee a celle du site calcium AB, constitue done une 
sequence consensus pour la liaison de la 
phosphatidylserine dans les composes de la presente 
invention. Pour generaliser, on designera maintenant 
cette sequence par : 

RL1-X-X-X-RL2 RL3-X-X-X-X-RL4-X-X-RL.5-RL6 

ou RL1 a RL6 sont les residus ligands essentiels dans 
la liaison de la phosphatidylserine indiques en gras 
dans les sequences des figures 6a a 6d et indique dans 
les composes de structure (I) a (VI) . La sequence 
consensus du site calcium AB est la suite : 



Les ligands du calcium sont les groupes carboxyl 
peptidiques des residus en italique (residus de la 
boucle AB) sur la figure et les deux atomes d'oxygene 
du groupe carboxylate de la chaine laterale du residu 
Asp (ou Glu) de la fin de 1' helice D, denomme aussi 
ligand bidentate. En generalisant ces ligands du 
calcium seront maintenant designes par : 



We t - Ly s - Gly-x- Gly- Thr Asp ( ou Glu) 



RCal-RL2-RCa2-x-RCa3-Thr (RCa4RCa5) ou RL6 
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Dans le cas de l'annexine, RCa4 et RCa5 
constituent uh seul et mime residu deja identifie 
precedemment comme RL6 . 

Les donnees de distances interatomiques entre les 
residus ligands sont donnes dans le tableau (II) 
suivant en reference a la figure 7 en annexe et les 
interactions precises domaine-calcium- 

phosphatidylserine sont indiquees dans le tableau (III) 
suivant en reference a la figure 8 en annexe. 

Sur la figure 8, Chi et Ch2 representent la 
position d' eventuelles chaines carbonnees du 
phospholipide. Ces chaines peuvent etre celles 
decrites, par exemple 1 ' acide arachidonique . 

Selon 1' invention, la structure chimique peut etre 
constitute de la fagon suivante : 

a) elle comporte en particulier au moins 6 
residus, dits residus ligands, nommes RLl a RL6 et dont 
la nature est la suivante : 

RLl = Arg ou Lys ou Orn 

RL2 = Arg ou Lys ou Orn 

RL3 = Arg ou Lys ou Orn 

RL4 = Asp ou Glu 

RL5 = Ser ou Thr ou Asp ou Glu 

RL6 = Arg ou Lys ou Orn 

b) les carbones a des residus ligands RLl a RL6 
sont disposes dans 1 ' espace de maniere a ce que les 
chaines laterales soient directement accessibles aux 
phospholipides , 

c) les carbones a des residus ligands RLl a RL6 
sont disposes selon le tableau II de distances 
suivant : 



WO 00/20453 PCT/FR99/02329 



34 



Carbone 
a 


RL2 


RL3 


RL4 


RL5 


RL6 


RL1 


0,45 a 0,65 


0,7 a 1,2 


0,7 a 1,0 


0,85 a 1,15 


0,65 a 0,95 


RL2 




0,5 a 1,05 


0,8 a 1,2 


1,2 a 1,7 


0,9 a 1,4 


RL3 






0,5 a 0,8 


1,0 a 1,3 


1,2 a 1,7 


RL4 








0,45 a 0,75 


0,7 a 1,2 


RL5 










0,4 a 1,2 



d) les chaines laterales des residus ligands RL1 a 
LR6 permettent d'etablir un reseau de liaisons 
5 hydrogene avec la phosphatidylserine selon le schema ou 
les fleches **■ designent au moins une liaison 

hydrogene, figure 8, dans le sens donneur vers 
accepteur et LI a L6 designent les ligands de la 
phosphatidylserine selon la liste suivante : 
10 LI = NZLYs ou CZArg de LR1 
L2 = NZLys ou CZArg de LR2 
L3 = NZLys ou CZArg de LR3 
L4 = CGAsp ou CDGlu de LR4 

L5 = CB de Ser ou Thr ou CG de Asp ou CD de Glu de LR5 
15 L6 = NZLys ou CZArg de LR6 

HN = H 
NZ = N zeta 
CZ = C zeta 
20 OD = O delta 
OG = O gamma 
OE = O epsilon 
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ou les distances entre les ligands LI a L6 et les 
atomes de la phosphatidylserine sont donnees dans le 
tableau III suivant : 



Distances nm x 10 



'41 





N 




Cy 


Ol 


b2 


03 


04 


CI 

chaine 
Chi 


Cl 

chaine 
Ch2 


Ll 


0,35 a 
0,65 


0.3 a 

0,5 


0,25 a 
6,45 


0,2 a 

0,35 


0.25 a 
0.5 


0,35 a 
0,6 


0,2 a 

0,35 


0,4 a 

0.7 


u.j a 
0.8 


L2 


0,55 a 
0,85 


0,45 a 
0,75 


0,45 a 
0,75 


0.4 >S| 
0,6 


s o,2 a 

0,4 


0,4 a 
0,6 


0,25 a 
0,45 


0,7 a 
i.i 


0.7 a 
1.1 


L3 


0,4 a 
0,6 


0,4 a 

0,6 


0,45 a 

0.75 


0,4 a 

0.6 


0,2 a 

0,4 


0,2 a 

0,35 


0.25 a 
0,5 


0.7 a 
i.i 


0,6 a 

1.0 


IA 


0,25 a 
0,45 


0.3 a 

0,5 


0.35 a 
0,55 


0,55 a 
0,85 


0,5 a 

0,75 


0.4 a 

0,65 


0,4 a 

0,6 


o,8 a 

1.2 


0,8 a 

1.2 


L5 


0,25 a 
0,5 


0,45 a 

0,65 


0,5 a 

0.75 


0,65 a 
0,95 


0,65 a 
0,95 


0,5 a 

0,8 


0,5 a 

0,9 


o,8 a 

1,2 


0,6 a 

1.0 


L6 


0,3 a 

0.5 


0.35 a 
0,55 


0,3 a 

0,45 


0,65 a 
0,95 


0,7 a 

1,0 


0,65 a 
0,95 


0,5 a 

0,8 


0.6 a 

1,0 


o,8 a 

1,2 



10 



Pour le ligand Ll, , deux au moins des cinq 
distances indiguees dans ce tableau sont de preference 
respectees . 



3) Plate-forme organique 

La troisieme etape constitue 1 " etape ultime pour 
l'obtention d'un medicament facilement utilisable par 
15 voie orale. 11 s'agit du remplacement de la plate-forme 
peptidique par une structure organique respectant la 
disposition spatiale des ligands phospholipidiques . Les 
ligands calciques et phospholipidiques ne sont plus des 
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residus aminoacides mais des fonctions chimiques 
reproduisant les interactions decrites plus haut. 

Les structures organiques couramment utilisees en 
pharmacologie peuvent permettre de construire des 
5 plates -formes rigides capables de presenter un site de 
liaison pour le phospholipide selon 1' invention. Ces 
structures peuvent etre constitutes par les techniques 
chimiques classiques connuejs de l'homme du metier, 
qu'il n'est pas necessaire ici de rappeler. 

10 

Exemple 5 : 

De mani&re tres avantageuse, 1 1 utilisation d'une 
structure ou d*un asemblage de la presente invention 
peut se faire comme indique precedemment dans trois 
15 directions : recherche, diagnostic et therapeutique . 

1) la recherche 

Pour ces experiences, il convient de coupler une 
structure de la presente invention a une molecule de 

2 0 marquage permettant une detection. Ces molecules de 

marquage peuvent etre celles precitees par exemple des 
molecules f luorescentes , un systeme avidine-biotine, 
des radioelements , et de maniere generale, celles 
couramment utilisees . 

25 

2 ) le diagnostic 

Les structures chimiques et assemblages de la 
presente invention peuvent comme indique precedemment 
etre utilises pour la detection "in vitro" de 

3 0 pathologies impliquant 1' apparition de charges 

negatives a la surface des cellules et la liberation 
dans le sang de microvesicules : par exemple les 
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troubles de la coagulation, les pathologies 
inf lammatoires aigues, etc... 

lis peuvent aussi §tre couples a des radioelements 
a vie courte et detection "in vivo" de la localisation 
des zones thrombotiques lors d' accidents vasculaires de 
toute sorte, en particulier cerebraux, utilisant des 
systernes d'imagerie. 

lis peuvent aussi etre couples a des composes 
paramagnetiques, par exemple un complexe de gadolinium, 
et detection "in vivo" de la localisation des zones 
thrombotiques lors d' accidents vasculaires de toute 
sorte, en particulier cerebraux, utilisant 1 1 imagerie 
par resonance magnetique (IRM) . 

Les couplages precites peuvent §tre realises par 
les techniques classiques de chimie organique connues 
de l'homme du metier, qu'il n'est pas utile ici de 
rappler . 

3) le medicament 

Les structures et assemblages de la presente 
invention peuvent etre utilises en tant que tels pour 
fabriquer un medicament utilisable pour un traitement 
ou pour une prophylaxie car ils possedent des 
proprietes anticoagulante , antithrombolytique et anti- 
inf lammatoire intrinseques . 

Les assemblages selon 1 1 invention permettent 
d'effectuer un tapissage des surfaces cellulaires, 
capable d'interdire 1 1 acces de composes impliques dans 
les etapes primaires de la coagulation sanguine et les 
phenomenes inf lammatoires a ces surfaces. 

Les structures et assemblages de la presente 
invention peuvent egalement etre utilises pour le 
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ciblage de molecules a un site du thrombus, de 
1 1 inflammation, ou vers une zone tumorale. 

Dans cette utilisation, les structures et 
assemblages de la presente invention sont couples a une 
molecule qui a une action thrombolytique, a une 
molecule qui a une action anti-inf lammatoire , ou a une 
molecule qui a une action anti -tumorale respectivement . 

Les structures et assemblages de la presente 
invention peuvent done etre utilises par exemple pour 
fabriquer un medicament utilisable dans le traitement 
et la prophylaxie de la thrombose. Le couplage des 
structures et assemblages a des molecules a action 
thrombolytique permet un ciblage de ces dernieres vers 
les zones thrombogenes . Les molecules thrombolytiques 
telles que les streptokinases, les urokinases, et les 
activateurs du plasminogene peuvent §tre utilisees. 

Les structures et assemblages de la presente 
invention peuvent aussi etre utilises couples a une 
molecule ayant une action anti-inf lammatoire pour 
fabriquer un medicament utilisable par exemple par voie 
locale ou par voie orale dans des pathologies aigues 
comme I'asthme, la RCH, le Crohn, le choc septique, les 
maladies du collageneet I'arthrite. 

Les structures et assemblages de la presente 
invention peuvent aussi etre utilises couples a une 
molecule ayant une action antitumorale. Ce couplage 
permet de cibler ces dernieres molecules vers des zones 
presentant des charges negatives telles que des tumeurs 
possedant des foyers cellules apoptotiques , des tumeurs 
inf lammatoires , etc. . . 

Les structures et assemblages de la presente 
invention peuvent egalement etre utilises pour 
fabriquer un materiau de recouvrement de biomateriaux 



WO 00/20453 ^ PCT/FR99/02329 



39 

susceptibles d'etre thrombogenes . Un biomateriau 
thrombogene ainsi recouvert perd ses proprietes 
thrombogenes. Le biomateriau thrombogene peut etre par 
exemple une valve cardiaque. 
5 L' invention propose d r utiliser une structure 

chimique derivee des protdines de la famille des 
annexines et leurs domaines isoles, modifies ou non, 
capables de se lier reversiblement aux effecteurs 
lipidiques tel que les phosphatidylserines , les acides 
10 phosphatidiques, les phosphatidylethanolamines et les 
phosphatidylinositophosphates. II s'agit de fournir un 
ensemble de composes proteiques, peptidiques, peptoldes 
et organiques dont la propriete pricnipale est de 
reconnaitre specif iquement 1' apparition des signaux 
15 lipidiques a la surface des membranes cellulaires en 
relation avec le f onctionnement normal ou pathologique 
des tissus. Les pathologies specialement visees par 
1' invention sont : (i) les troubles de la coagulation 
sanguine, (ii) les phenomenes d'apoptose consecutifs a 
20 1" action de composes chimiques , d'effets physiques 
comme les radiations ionisantes, d'effets biologiques 
comme ceux lies a la formation ou la necrose des tissus 
cancereux, outre les phenomenes normaux d'apoptose, 
(iii) les pathologies inf lammatoires aigues et (iv) les 
25 troubles associes aux relations entre les cellules et 
la matrice extra-cellulaire et notamment le collagene. 

Outre I'ingenierie complete des annexines 
entires, un des aspects de 1 1 invention est 
1 'utilisation de domaines et de modules covalents 
30 d' annexines soit directement soit comme plate-forme 
pour 1 ■ ing£nierie de composes peptidiques f onctionnels . 
II s'agit done d'utiliser ces domaines et modules soit 
sous leur forme naturelle, soit modifies par les voies 
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de la mutagenese ou de la chimie, pour en faire des 
composes repondant aux criteres biologiques exposes 
dans le paragraphe precedent. 

De par leur faible taille, ces domaines peuvent 
5 etre facilement associes a d'autres proteines soit pour 
former des proteines chim^res multif onctionnelles, soit 
pour introduire un mecanisme de regulation par des 
effecteurs autres que les phospholipides de 
signalisation. De plus, 1' invention se propose de 

10 redefinir, par les methodes de 1 ' ingenierie des 
proteines, la specif icite des domaines pour les 
differents lipides de signalisation evoques plus haut. 

L 1 invention propose enfin de reconstruire ces 
domaines, par de novo design, pour en faire des 

15 composes de taille plus restreinte et accessible a la 
synthese peptidique et en particulier a 1 1 introduction 
de residus aminoacides non naturels dans le but 
d'augmenter la duree de vie de ces composes dans 
1 1 organisme . 

20 
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REVINDICATIONS 

1. Structure chimique ayant une af finite pour un 
phospholipide, caracterisee en ce qu'elle comprend au 
5 moins une plate- forme chimique U, V, W, X, Y comportant 
six residus RLl, RL2 , RL3 , RL4, RL5, RL6 supportant un 
ensemble de fonctions chimiques pouvant se lier audit 
phospholipide appelees Ll, L2, L3 , L4 , L5 , L6 
respectivement , ces fonctions chimiques L definissant 
10 au moins en partie 1 • af finite de ladite structure pour 
ledit phospholipide, ladite structure ayant une des 
constructions (I), (II) et (III) suivantes : 




(I) 

15 
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(III) 

5 

dans lesquelles U, U 1 , U 2 , V, W, W 1 , W 2 X, Y, Z sont 
independamment un acide amine naturel ou non naturel, 
un peptide constitue d'acides amines naturels ou non 
naturels, une chaine carbonee, ou un ou des groupe(s) 
10 cyclique(s) carbone(s), 
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dans lesquelles RLl a RL6 sont choisis parmi des 
molecules presentant les fonctions chimiques de liaison 
LI a L6 respectivement, lesdites fonctions chimiques 
comprenant soit au moins une charge positive et 
donneuse de liaison hydrogene, soit au moins une charge 
negative et acceptrice de liaison hydrogene, et 
dans lesquelles U, U 1 , U 2 , V, W, X, Y et Z sont tels que 
RL6 et RLl sont distants de 0,65 a 0,95 nm, L6 et LI 
sont distants de 0,65 £ 0,9 nm, RLl et RL2 sont 
distants de 0,45 a 0,65 nm, LI et L2 sont distants de 
0,4 <k 0,55 nm, RL2 et RL3 sont distants de 0,5 a 
1,05 nm, L2 et L3 sont distants de 0,4 a 0,6 nm, RL3 et 
RL4 sont distants de 0,5 a 0,8 nm, L3 et L4 sont 
distants de 0,3 5 a 0,5 nm, RL4 et RL5 sont distants de 
0,45 a 0,75 nm, L4 et L5 sont distants de 0,4 a 
0,55 nm, RL5 et RL6 sont distants de 0,4 a 1,2 nm, et 
L5 et L6 sont distants de 0,4 a 0,6 nm. * 

2. Structure chimique ayant une af finite pour un 
phospholipide, caracterisee en ce qu'elle comprend au 
moins une plate-forme chimique a, a 1 , b, b 1 , c, d, e, 
f, g, h, i, j, k, 1 comportant 11 residus RLl, RL2 , 
RL3, RL4, RL5, RL6 , . RCal, RCa2 , RCa3 , RCa4 et RCa5 
supportant un ensemble de fonctions chimiques pouvant 
se lier audit phospholipide appelees Ll, L2 , L3 , L4, 
L5, L6 respectivement, et un ensemble de fonctions 
chimiques de liaison a un atome de calcium appelees 
LCal, LCa2, LCa3 , LCa4 , LCa5 respectivement, ces 
fonctions chimiques RLl a RCa5 definissant au moins en 
partie 1 ' af finite de ladite structure pour ledit 
phospholipide, ladite structure ayant une des 
constructions (IV), (V) et (VI) suivantes : 
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RLl 



(VI) 

dans lesquelles a, a', b, b' , c, d, e, f, g, h, i, j, 
k, 1 sont independamment un acide amine naturel ou non 
5 naturel, un peptide constitue d'acides amines naturels 
ou non naturels, une chaine carbonee, ou un ou des 
groupe(s) cyclique(s) carbone(s), 

dans lesquelles RLl a RL6 et RCal a RCa5 sont choisis 
parmi des molecules presentant les fonctions chimiques 

10 de liaison LI a L6 et LCal a LCa5 respectivement , 
lesdites fonctions chimiques Ll a L6 comprenant soit au 
moins une charge positive et donneuse de liaison 
hydrogene, soit au moins une charge negative et 
acceptrice de liaison hydrogene, lesdites fonctions 

15 chmiques LCal a LCa5 comprenant un atome d'oxygene, et 

dans lesquelles a dans les structures de construction 
(IV) et (V) est tel que RL6 et RCa5 sont distants de 0 
a 0,35 nm et tel que L6 et LCa5 sont distants de 0 a 
0,3 nm, b dans les structures de construction (IV) et 

20 (V) est tel que RCa5 et RCa4 sont distants de 0 a 
0,3 5 nm et tel que LCa5 et LCa4 sont distants de 0,2 a 
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0,3 nm, b' dans la structure de construction (VI) est 
tel que RL6 et RCa4 sont distants de 0 a 0,35 nm et tel 
que L6 et LCa4 sont distants de 0 a 0,35 run, c et d 
sont tels que RCa4 et RCa3 sont distants de 0,5 a 
5 0,9 mu, LCa4 et LCa3 sont distants de 0,2 a 0,4 nm, 
RCa3 et RCa2 sont distants de 0,35 a 0,6 nm,et LCa3 et 
LCa2 sont distants de 0,22 a 0,3 nm, e, f, g, dans les 
structures de construction (IV), (V), (VI) sont tels 
que RL1 et RL2 sont distants de 0,45 a 0,65 nm, RCal a 

10 RCa2 sont distants de 0,4 a 0,55 nm, LI et L2 sont 
distants de 0 , 4 a 0 , 55 nm et LCal et LCa2 sont distants 
de 0,3 a 0,4 nm, h, i, j et k sont tels que RL2 et RL3 
sont distants de 0,5 a 1,05 nm, L2 et L3 sont distants 
de 0,4 a 0,6 nm, RL3 et RL4 sont distants de 0,5 a 

15 0,8 nm, L3 et L4 sont distants de 0,35 a 0,5 nm, RL4 et 
RL5 sont distants de 0,45 a 0,75 nm, L4 et L5 sont 
distants de 0,4 a 0,55 nm, RL5 et RL6 sont distants de 
0,4 a 1,2 nm, et L5 et L6 sont distants de 0,4 a 
0,6 nm, a 1 dans la structure de construction (VI) est 

2 0 tel que RL5 et RL6 sont distants de 0,4 a 1,2 nm et tel 

que L5 et L6 sont distants de 0,4 a 0,6 nm, et b l dans 
la structure de construction (VI) est tel que RL6 et 
RCa4 sont distants de. 0 a 0,35 nm et tel que L6 et LCa4 
sont distants de 0 a 0,35 nm, la structure pouvant etre 
25 soit fermee, soit ouverte en a et/ou en h. 

3. Structure chimique selon la revendication 1, 
dans laquelle LI, L2 , L3 et L6 presentent chacun au 
moins une charge positive et donneuse de liaisons 

3 0 hydrogene, et L4 et L5 presentent chacun au moins une 

charge negative et acceptrice de liaison hydrogene. 
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4. Structure chimique selon la revendication 2, 
dans laquelle LI, L2 , L3 et L6 presentent chacune au 
moins une charge positive et donneuse de liaison 
hydrogene, et L4 , L5, LCa5, LCa4, LCa3 , LCa2 et LCal 
presentent chacune au moins une charge negative et 
acceptrice de liaison hydrogene. 

5. Structure chimique selon la revendication 1, 
dans laquelle U, V, W, X , Y et Z sont des peptides 
constitues d'acides amines naturels ou non naturels, et 
RL1 a RL6 sont des acides amines choisis dans un 
ensemble comprenant Lys, Arg, Orn, Ser, Thr, Asp et 
Glu, ou des analogues de ceux-ci, Ll a L6 etant les 
fonctions chargees des chaines laterales desdits acides 
amines , 

6. Structure chimique selon la revendication 1 ou 
2, dans laquelle RLl, RL2 , RL3 et RL6 sont choisis 
independamment parmi Arg, Lys, Orn, 

dans laquelle RL4 est choisi independamment parmi Asp 
ou Glu, et 

dans laquelle RL5 est choisi independamment parmi Ser, 
Thr, Asp ou Glu, les- chaines laterales de ces acides 
amines presentant les fonctions chimiques de liaison au 
phospholipide Ll a L6 respectivement. 

7 . Structure chimique selon la revendication 3 ou 
4, dans laquelle RLl a RL6 sont disposes dans l'espace 
forme par U, V, W, X, Y, Z de maniere a ce que les 
fonctions chimiques de liaison Ll a L6 respectivement 
de leur chaine laterales soient directement accessibles 
au phospholipide charge negativement . 



WO 00/20453 




PCT/FR99/02329 



48 



8. Structure chimique selon la revendication 1, 
comprenant en outre un site calcium ou 1 * ion calcium 
complexe par ce site constitue un des ligands du 
phospholipide . 

5 

9. Structure chimique selon la revendication 2, 
dans laquelle a ou a 1 , b ou b', c, d, e, f, g, h, i, j , 
k sont des peptides constitues d'acides amines naturels 
ou non naturels, et RL1 a RL6 sont des acides amines 

10 choisis dans un ensemble comprenant Lys , Arg, Orn, Ser, 
Thr, Asp et Glu, ou des analogues de ceux-ci, LI a L6 
et LCal a LCa5 etant les fonctions chargees des chaines 
laterales desdits acides amines, et RCal a RCa5 etant 
des acides amines naturels ou non naturels. 

15 

10. Structure chimique selon la revendication 8, 
dans laquelle RL1 a RL6 et RCal a RCa2 sont disposes 
dans 1 1 espace forme par a, b, c, d, e, f, g, h, i, j et 
k de maniere a ce que les fonctions chimiques de 

2 0 liaisons LI a L6 respect ivement et les charges 
positives du calcium lorsqu'il est lie aux fonctions de 
liaison LCal a LCa5 soient directement accessibles au 
phospholipide. 

25 11. Structure chimique selon 1 ' une quelconque des 

revendications precedentes, dans laquelle au moins une 
partie de la plate-forme est une partie d'un domaine de 
1 1 annexine ou d ' un domaine modi fie de 1 ' annexine, 
comprenant au moins un desdits residus ligands RL1 a 

30 RL6 presentant lesdites fonctions LI a L6 
respectivement de liaison au phospholipide. 
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12. Structure chimique selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 10, dans laquelle la plate-forme est 
une partie d'un domaine de 1 1 annexine ou d'un domaine 
modifie de l'annexine, comprenant lesdits residus 
ligands RL1 a RL»6 presentant lesdites fonctions LI a L6 
respect ivement . 

A 

13. Structure chimique selon la revendication 12, 
dans laquelle le domaine te l'annexine est choisi parmi 
le domaine 1 de l'annexine V presente sur la figure 6b, 
le domaine 2 de 1 1 annexine I presente sur la figure 6a, 
le domaine 2 de 1 1 annexiije III presente sur la figure 
6c et le domaine 1 et 2 de l'annexine IV presentes sur 
la figure 6d. ,^ 

14 . Structure chimique selon la revendication 13 , 
dans laquelle les residus ligands RL1 a RL6 sont 
respectivement soit, les residus Arg25, Lys29, Arg63 , 
Asp68, Ser71 et Glu 72 du domaine 1 de l'annexine V 
presente sur la figure 6b, soit les residus Argl24, 
Lysl28, Argl62, Aspl67, Serl70 et Aspl71 du domaine 2 
de l'annexine I presente " sur la figure 6a, soit les 
residus LyslOO, Lys.104, '£,ysl38, Aspl43, Serl46 et 
Glul47 du domaine 2 de l'annexine III presente sur la 
figure 6c, soit les residus Arg97, LyslOl, Argl35, 
Aspl40, Serl43 et Aspl44 du domaine 2 de l'annexine IV 
presente sur la figure 6d, soit les residus Arg24, 
Lys2 8, Arg62, Asp67, Ser7 0 et Glu71 du domaine 1 de 
l'annexine IV presente sur la figure 6d. 

15. Structure chimique ayant une af finite pour un 
phospholipide, caracterisee en ce qu'elle comprend une 
molecule de formule (VII) suivante : 
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RL1-N 1 -RL2-M-RL3-N 2 -RL4-N 3 -RL5-RL6 
(VII) 

dans laquelle N 1 a N 3 representent chacun independamment 
de 1 a 4 acides amines choisis independamment, naturels 
ou non naturels, et dans laquelle M est un peptide 
constitue de 1 a 100 acid& amines naturels ou non 
naturels ; 

dans laquelle RLl , RL2 , RL3 et RL6 sont choisis 
independamment parmi Lys, Arg ou Orn ; RL4 est choisi 
independamment parmi Asp ou Glu ; et RL5 est choisi 
independamment parmi Ser, Thr, Asp ou Glu, ladite 
structure etant lineaire ou igyclique . 

16. Structure selon la revendication 15, dans 
laquelle N 1 represente trois acides" amines, N 2 
represente quatre acides amines, et N 3 represente deux 
acides amines. 

17. Structure selon la revendication 15 ou 16, 
dans laquelle M est un peptide constitue de 3 3 acides 
amines naturels ou non naturels. 

18. Structure selon la revendication 15, dans 
laquelle la molecule de formule (VII) est une sequence 
peptidique choisie parmi la sequence peptidique allant 
de Argl24 a Serl71 dans la sequence ID n°l presentee 
sur la figure 6a, la sequence peptidique allant de 
Arg2 5 a Glu72 dans la sequence ID n°2 presentee sur la 
figure 6b, la sequence peptidique allant de LyslOO a 
Glul47 dans la sequence ID n°3 presentee sur la figure 
6c, la sequence allant de Arg24 a Glu71 dans la 
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sequence ID n°4 presentee sur. la figure 6d, la sequence 
allant de Arg97 a Aspl44 dans la sequence ID n°5 
presentee sur la figure 6, ou une sequence modifiee de 
ces sequences pourvu que RL1, RL2 , RL3 et RL6 soient 
choisis independamment parmi Lys, Arg ou Orn, RL4 so it 
choisi independamment parmi Asp ou Glu, et RL5 soit 
choisi independamment parmi Ser, Thr, Asp ou Glu. 

19. Structure chimique ayant une af finite pour un 
phospholipide, caracterisee en ce quelle comprend au 
mo ins une partie d'une sequence peptidique choisie 
parmi la sequence ID n°l presentee sur la figure 6a, la 
sequence ID n°2 presentee sur la figure 6b, la sequence 
ID n°3 presentee sur la figure 6c et les sequences ID 
n°4 et ID n°5 presentees sur la figure 6d, ou une 
sequence modifiee de celle-ci. 

20. Structure chimique ayant une af finite pour un 
phospholipide charge negativement, caracterisee en ce 
qu'elle comprend une sequence peptidique cyclique de 
formule (VIII) suivante : 

( — 1 

Gly-RL1-Phe-RL2-P 1 -Gly-Tyr-P 2 -RL3-P 3 -RL4-Q 1 -RL5-Trp-RL6 

dans laquelle RL1 et RL6 sont choisis independamment 
parmi Lys, Orn et Arg ; RL2 et RL3 sont Arg ; RL4 et 
RL5 sont choisis independamment parmi Asp et Glu ; 
dans , laquelle P 1 , P 2 et P 3 sont choisis independamment 
parmi Ser et Thr ; dans laquelle Q 1 est choisi parmi 
Gly et Met. 



21. Structure chimique selon l'une quelconque des 
revendications 15 k 19, comprenant en outre un site 
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calcium ou 1 ' ion calcium complexe par ce site constitue 
un des ligands du phospholipide charge negativement . 



22. Structure selon l'une quelconque des 
5 revendi cat ions precedentes, ladite structure ayant une 

affinite pour un phospholipide choisi parmi une 
phosphatidylserine, une phosphatidylethanolamine, un 
phosphatidylinositol , un acide phosphatidique, et un 
cardiolipide. 

10 

23. Assemblage chimique ayant une affinite pour un 
phospholipide, caracterise en ce qu'il comprend au 
moins deux structures chimiques definies dans les 
revendications 1 a 22, identiques ou differentes, 

15 lesdites structures etant liees. 



24, Assemblage chimique selon la revendication 23, 
dans lequel au moins une des structures chimiques est 
une des structures chimiques definies dans les 

20 revendications 15 a 22. 

25. Procede de fabrication d'une structure 
chimique definie dans 1 1 une quelconque des 
revendications 11 a 22 precedentes, caracterise en ce 

25 qu'il comprend les etapes de preparation d'un cDNA 
comprenant une sequence de base codant pour ladite 
structure chimique, d' insertion du cDNA dans un vecteur 
d' expression approprie, de transformation d'une cellule 
hote appropriee pour une replication du plasmide et la 

3 0 fabrication de ladite structure par traduction dudit 
cDNA. 
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26. Procede selon la revendication 25, dans lequel 
le vecteur est un plasmide. 

27. Procede selon la revendication 25, dans lequel 
5 le vecteur est le vecteur pGEX-2T. 

28. Procede selon la revendication 25, 2 6 ou 27, 
dans lequel la cellule h6te appropriee est E. Coli. 

10 29. Utilisation d'une structure chimique telle que 

definie dans les revendications 1 a 22 pour preparer un 
medicament . 

30. Utilisation d'un assemblage chimique tel que 
15 def ini dans la revendication 23 ou 24 pour preparer un 

medicament . 

31. Utilisation selon la revendication 29 ou 30, 
dans laquelle le medicament est choisi parmi un 

2 0 medicament destine au traitement d'une thrombose, un 

medicament destine au traitement d'une tumeur, un 
medicament ayant une action anti-inf lammatoire . 

32. Utilisation d'une structure telle que definie 
25 dans les revendications 1 a 21 pour la fabrication d'un 

materiau de recouvrement d'un biomateriau thrombogene. 

33. Compose de marquage caracterise en ce qu'il 
comprend une structure telle que definie dans les 

3 0 revendications 1 a 22 couplee a une molecule de 

marquage.. 
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34. Compose de marquage caracterise en ce qu'il 
comprend un assemblage tel que def ini dans la 
revendication 23 ou 24 couple a une molecule de 
marquage . 

35. Compose selon la revendication 33 ou 3 4 dans 
lequel la molecule de marquage est choisie parmi une 
molecule fluorescente, le complexe avidine-biotine, un 
radioelement , et un compose paramagnetique - 

36. Trousse de diagnostic comprenant un compose 
selon l'une quelconque des revendications 33 a 35. 

37. Trousse de diagnostic selon la revendication 
36, comprenant en outre un reactif adequat permettant 
de d^tecter ladite molecule de marquage. 

38. Trousse d'analyse et de detection de charges 
negatives a la surface de cellules, caracterisee en ce 
qu'elle comprend une structure selon l'une quelconque 
des revendications 1 a 22 couplee a un marqueur. 

39. Trousse d'analyse et de detection de charges 
negatives a la surface de cellules, caracterisee en ce 
qu'elle comprend un assemblage selon la revendication 
23 ou 2 4 couple a un marqueur. 

40. Trousse d'analyse et de detection de 
microvesicules dans le sang, caracterisee en ce qu'elle 
comprend une structure selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 22 couplee a un marqueur. 
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41. Trousse d' analyse 
microvesicules dans le sang, 
comprend un assemblage selon 
couple a un marqueur. 
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la revendication 23 ou 24 
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Sequence ID n°l 

Met Ala Met Val Ser Glu 
1 5 
Glu Asn Glu Glu Gin Glu 
15 20 
Lys Gly Gly Pro Gly Ser 
30 

Asn Pro Ser Ser Asp Val 
45 

Val Lys Gly Val Asp Glu 
60 

Lys Arg Asn Asn Ala Gin 

75 

Leu Gin Glu Thr Gly Lys 
85 90 
Ala Leu Thr Gly His Leu 
100 

,_Lys Thr Pro Ala Gin Phe 
115 

Met Lys Gly Leu Gly Thr 



Phe Leu Lys Gin Ala Trp Phe lie 
10 

Tyr Val Gin Thr Val Lys Ser Ser 

25 

Ala Val Ser Pro Tyr Pro Thr Phe 

35 40 
Ala Ala Leu His Lys Ala lie Met 

50 55 
Ala Thr lie He Asp He Leu Thr 
65 70 
Arg Gin Gin He Lys Ala Ala Tyr 
80 

Pro Leu Asp Glu Thr Leu Lys Lys 

95 

Glu Glu Val Val Leu Ala Leu Leu 
105 HO 
Asp Ala Asp Glu Leu Arg Ala Ala 

120 125 
Asp Glu As p Thr Leu lie Glu He 

130 135 HO 

Leu Ala S er Arg Thr Asn Lys Glu He A rg Asp He Asn Arg 

145 ^50 

Glu Glu Leu Lys Arg Asp Leu Ala Lys Asp He 



Val Tyr Arg 

155 160 
Thr Ser Asp Thr Ser Gly Asp 



Phe Arg Asn 



165 
Ala 



Leu Leu Ser 



170 
Leu Ala 



Lys Gly Asp Arg 



Asp Leu 

Glu Arg 

Leu Thr 
230 

Lys Tyr 
245 
Asp Leu 

lie Val 

Lys Leu 

Ala Leu 
305 

Asn Asp 
320 
Leu Cys 

Lys lie 



185 
Ala 

Arg 

Thr 

Thr 

Glu 
265 
Lys 

His 

He 

He 

Gin 
335 
Leu 



Asp Ser Asp 
205 

Lys Gly Thr 

220 
Arg Ser Tyr 
235 

Lys Tyr Ser 

Leu Lys Gly 

Cys Ala Thr 
280 

Gin Ala Met 
295 

Arg He Met 
310 

Lys Ala Phe 

Ala lie Leu 

Val Ala Leu 
350 



175 
Ser 

Ala 

Asp 

Pro 

Lys 
250 
Asp 

Ser 

Lys 

Val 

Tyr 
325 
Asp 

Cys 



Glu 
190 
Arg 

Val 

Gin 

His 

lie 
270 
Lys 

Gly 

Ser 

Gin 

Glu 
340 
Gly 



Asp 

Ala 
210 
Asn 

Leu 

Asp 

Glu 

Pro 
285 
Val 

Arg 

Lys 

Thr 

Gly 
355 



Phe 

Leu 

Val 
225 
Arg 

Met 

Lys 

Ala 

Gly 
300 
Ser 

Met 

Lys 

Asn 



Gly 

Tyr 

Phe 

Arg 
240 
Asn 

Cys 

Phe 

Thr 

Glu 
315 
Tyr 

Gly 



180 

Val Asn Glu 

200 
Glu Ala Gly 
215 

Asn Thr He 

Val Phe Gin 

Lys Val Leu 
260 

Leu Thr Ala 

275 
Phe Ala Glu 
290 

Arg His Lys 

He Asp Met 

Gly He Ser 
330 

Asp Tyr Glu 
345 



FIG. 6 A: Annexine I humaine 
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Sequence ID n°2 



C 

(5 
E 
o 
a 



Met 


Ala 


Gin 


Val 


Leu 


Arg 


Gly Thr 


Val 


Thr 


Asp 


Phe 


Pro 


Gly 


1 








5 










10 










Phe 


Asp 


Glu 


Arg 


Ala 


Asp 


Ala 


Glu 


Thr 


Leu 


Arg Lys 


Ala 


Met 


15 










20 










25 








Lys 


Gly Leu 


Gly Thr Asp 


Glu 


Glu 


Ser 


He 


Leu 


Thr 


Leu 


Leu 




30 










35 










40 






Thr 


Ser 


Arg 


Ser 


Asn 


Ala 


Gin 


Arg 


Gin 


Glu 


He 


Ser 


Ala 


Ala 






45 










50 










55 




Phe 


Lys 


Thr 


Leu 


Phe 


Gly Arg Asp 


Leu 


Leu 


Asp Asp 


Leu 


Lys 








60 










65 










70 


Ser 


Glu 


Leu 


Thr 


Gly Lys 


Phe 


Glu 


Lys 


Leu 


He 


Val 


Ala 


Leu 










75 










75 










Met 


Lys 


Pro 


Ser 


Ara 


Leu 


Tyr 


Asp 


Ala 


Tyr 


Glu 


Leu 


Lys 


His 


80 






85 








90 








Ala 


Leu 


Lys 


Gly 


Ala 


Glv 

J: 


Thr 


Asn 


Glu 


Lys 


Val 


Leu 


Thr 


Glu 




95 










100 










105 






lie 


lie 


Ala 


Ser 


Ara 


Thr 


Pro 


Glu 


Glu 


Leu 


Arg 


Ala 


He 


Lys 






110 










115 










120 




Gin 


Val 


Tyr 


Glu 


Glu 


Glu 


Tyr 


Gly 


Ser 


Ser 


Leu 


Glu 


Asp 


Asp 








125 










130 










135 


Val 


Val 


Gly 


Asp 


Thr 


Ser 


Gly 


Tyr 


Tyr 


Gin 


Arg 


Met 


Leu 


Val 










140 










145 










Val 


Leu 


Leu 


Gin 


Ala 


Asn 


Ara 


Asp 


Pro 


Asp 


Ala 


Gly 


He 


Asp 


150 










155 










160 








Glu 


Ala 


Gin 


Val 


Glu 


Gin 


Asp 


Ala 


Gin 


Ala 


Leu 


Phe 


Gin 


Ala 




165 










170 










175 






Gly 


Glu 


Leu 


Lys 


Trp 


Gly 


Thr 


Asp 


Glu 


Glu 


Lys 


Phe 


He 


Thr 






180 










185 










190 




He 


Phe 


Gly 


Thr 


Arg 


Ser 


Val 


Ser 


His 


Leu 


Arg 


Lys 


Val 


Phe 








195 










200 










205 


Asp 


Lys 


Tyr 


Met 


Thr 


He 


Ser 


Gly 


Phe 


Gin 


He 


Glu 


Glu 


Thr 










205 










210 










He 


Asp 


Arg 


Glu 


Thr 


Ser 


Gly 


Asn 


Leu 


Glu 


Gin 


Leu 


Leu 


Leu 


215 










220 










230 








Ala 


Val 


Val 


Lys 


Ser 


He 


Arg 


Ser 


He 


Pro 


Ala 


Tyr 


Leu 


Ala 




235 










240 










245 






Glu 


Thr 


Leu 


Tyr 


Tyr 


Ala 


Met 


Lys 


Gly Ala 


Gly 


Thr 


Asp 


Asp 






250 










255 










260 




His 


Thr 


Leu 


He 


Arg 


Val 


Met 


Val 


Ser 


Arg 


Ser 


Glu 


He 


Asp 








265 










270 










275 


Leu 


Phe 


Asn 


He 


Arg 


Lys 


Glu 


Phe 


Arg 


Lys 


Asn 


Phe 


Ala 


Thr 










280 










285 










Ser 


Leu 


Tyr 


Ser 


Met 


He 


Lys 


Gly 


Asp 


Thr 


Ser 


Gly 


Asp 


Tyr 


290 










295 










300 








Lys 


Lys 


Ala 


Leu 


Leu 


Leu 


Leu 


Cys 


Gly Glu 


Asp 


Asp 







305 



310 



315 



FIG. 6 B : Annexine V humaine 
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Sequence ID n°3 

Met Ala Ser He Trp Val Gly His Arg Gly Thr Val Arg Asp 
1 5 10 

Tvr Pro Asp Phe Ser Pro Ser Val Asp Ala Glu Ala He Gin 
15 20 25 

Lys Ala He Arg Gly He Gly Thr Asp Glu Lys Met Leu He 

30 35 40 

Ser He Leu Thr Glu Arg Ser Asn Ala Gin Arg Gin Leu He 

45 " 50 55 

Val Lys Glu Tyr Gin Ala Ala Tyr Gly Lys Glu Leu Lys Asp 
60 65 70 

Asp Leu Lys Gly Asp Leu Ser Gly His Phe Glu His Leu Met 

75 80 



85 
Leu 


Lys 


Lys 


Ser 


Wet 


90 
Lys 


Gly Ala Gly 


95 

Thr Asn 


Glu 


Asp 


Ala 


Leu 


100 
He 


Glu 


He 


Leu 


Thr 


105 

Thr Arq Thr 


Ser Arg 


110 
Gin 


Met 


Lys 


ASD 


He 


115 
Ser 


Gin 


Ala 


Tyr 


120 
Tyr Thr Val 


Tyr Lys 


Lys 


125 
Ser 


Leu 


Glv Asd Asp 


130 
He 


Ser 


Ser 


135 

Glu Thr Ser 


Gly Asp 


Phe 


Arg 


140 
Lys 










145 






150 








Ala 


Leu 


Leu 


Thr Leu Ala Asp Gly Arg Arg Asp 


Glu 


Ser 


Leu 



l-Tss : 160 

Lvs Val Asp Glu His Leu Ala Lys Gin Asp Ala Gin He Leu 

170 175 180 

Tyr Lys Ala Gly Glu Asn Arg Trp Gly Thr Asp Glu Asp Lys 

185 " 190 195 

Phe Thr Glu He Leu Cys Leu Arg Ser Phe Pro Gin Leu Lys 
200 205 210 

Leu Thr Phe Asp Glu Tyr Arg Asn He Ser Gin Lys Asp He 

215 220 
Val Asp Ser He Lys Gly Glu Leu Ser Gly His Phe Glu Asp 
225 230 235 

Leu Leu Leu Ala He Val Asn Cys Val Arg Asn Thr Pro Ala 

240 245 250 

Phe Leu Ala Glu Arg Leu His Arg Ala Leu Lys Gly He Gly 

255 260 270 

Thr Asp Glu Phe Thr Leu Asn Arg He Met Val Ser Arg Ser 
275 280 285 

Glu He Asp Leu Leu Asp He Arg Thr Glu Phe Lys Lys His 

290 295 
Tvr Gly Tyr Ser Leu Tyr Ser Ala He Lys Ser Asp Thr Ser 
300 305 310 

Gly Asp Tyr Glu He Thr Leu Leu Lys He Cys Gly Gly Asp Asp 
315 320 325 



FIG. 6 C : Annexine III humaine 
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Sequence ID n°4 



CD 
C 

"(0 

E 
o 
Q 



Met Ala Thr Lys Gly Gly Thr Val Lys Ala Ala 
1 5 10 
A«n Al* Met r,lu Asp Ala Gin Thr Leu Arg Lys 


Ser 
Ala 


Gly 
Met 


*- *1C 


15 

Gly Leu 


20 

Gly Thr Asp Glu Asp 


Ala 


He 


25 
He Ser 


V d _L 




Aid 


30 
Tyr Arg 


35 

Asn Thr Ala Gin Arg 


Gin 


Glu 


He Arg 


40 
Thr 


Ala 


Tyr 




45 


50 








55 




Lys Ser 


Thr He Gly Arg Asp 


Leu 


He 


Asp Asp 


Leu 


Lys 


Ser 




60 




65 








70 


Glu Leu 


Ser Gly Asn Phe Glu 


Gin 


Val 


He Val 


Gly 


Met 


Met 


Thr 


75 






80 









85 



Sequence ID n°5 



~~ Pro 


Thr 


Val 


Leu 


Tyr Asp 


Val 


Gin 


Glu 


Leu 


Gin 


Arrr 


Lys 




86 










90 










95 








Ala 


Met 


Lys 


Gly Ala 


Gly Thr Asp 


Glu 


Gly 


Cys 


Leu 


X U. w 


W J- U 


He 


100 
Leu 


Ala 


Ser 


Arg 


Thr 


105 
Pro 


Glu 


Glu 


Tie 

X -L. C 




110 


Hp 
lie 


Sen 






115 










120 










125 




Gin 


Thr 


Tyr 


Gin 


Leu 


Gin 


Tyr Gly Arg 


Ser 
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